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摘要 :目的 探讨 外 源 性 硫化 氨 (H2S ) 角 


伤 。 方 法 CCK-8 法 检测 细胞 存活 率 ;Hoechst 33258 EZ Ue (9e) i 


和 否 通过 调控 瘦 素 / 瘦 素 受 体 (LEPR ) 通 路 抑制 高 糖 引起 的 人 脐 静 脉 内 皮 细 胞 (HUVECs) 损 


!/ 微 镜 照相 检测 凋 亡 细胞 的 形态 学 和 数量 改变 ; 双 氯 获 光 素 


(DCFH-DA ) 染 色 痰 光 显微镜 照相 法 检测 细胞 内 活性 氧 


氧 (ROS ) 水 平 ;罗丹 明 123(Rh123) 染 色 荧 光 显微镜 照相 法 检测 线粒体 


膜 电 位 (MMP) 水 平 ;Western blotting 法 测定 瘦 素 及 瘦 素 受 体 蛋 白 的 表达 水 平 。 结果 应 用 40 mmol/L 葡萄糖 处 理 HUVECs 3~ 
24h 可 以 明显 上 调 瘦 素 、 瘦 索 受 体 的 表达 水 平 ,在 高 糖 处 理 9h 时 瘦 素 , 瘦 素 受 体 的 表达 水 平 达到 峰值 ;在 高 糖 处 理 HUVECs 前 ， 


400 hmolL 硫 氧化 钠 (NaHS ,为 HS 的 供 体 ) 预 处 理 30 min 能 明 ! 
NaHS 预 处 理 HUVECs 30 min、50 ng/mL KRDA] (LAPALE HUVECs 1 h 均 可 明显 抑制 高 


存活 率 升 高 , 细 
路 对 抗 高 糖 引 起 的 HUVECs 损 伤 。 
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Exogenous hydrogen sulfide inhibits high-glucose-induced injuries via regulating leptin/ 


胞 凋 亡 数 量 减 少 , 胞 内 活性 氧 (ROS ) 堆 积 及 MMP 降 低 (P<0.01)。 结论 外 源 性 H2S 通 过 抑制 瘦 


抑制 高 糖 对 瘦 素 及 瘦 索 受 体 表达 的 上 调 作 用 ;400 pmol/L 
糖 引 起 的 HUVECs 损 伤 ,使 细胞 
证 素 / 瘦 素 受 体 通 
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Abstract: Objective To investigate whether exogenous hydrogen sulfide (H-S) inhibits the high-glucose (HG)-induced injury 
by modulating leptin/leptin receptor (LEPR) signal pathway in human umbilical vein endothelial cells (HUVECs). Methods 
HUVECS were treated with 40 mmol/L glucose for 3-24 h, and the cell viability was examined by CCK-8 assay. The changes of 
cell morphology and the number of apoptotic cells were assessed by Hoechst 33258 nuclear staining followed by 
photofluorography. The intracellular levels of reactive oxygen species (ROS) was detected by DCFH-DA staining followed by 
photofluorography. Mitochondrial membrane potential (MMP) was determined by Rhodamine 123 (Rh123) staining and 
photofluorography. The expression levels of leptin and LEPR protein were measured by Western blotting. Results The 


expression of leptin and LERP in HUVECS began to significantly increase at 3 h after HG exposure and reached the peak levels 
at 9 h (P«0.01). Pretreatment of HUVECs with 400 nmol/L sodium hydrosulfide (HS donor) for 30 min inhibited HG-induced 
increase in leptin and leptin receptor expressions in HUVECs (P«0.01). Pretreatment of HUVECs with 400 uumol/L NaHS for 30 
min or 50 ng/mL leptin antagonists (LA) for 1 h obviously alleviated HG-induced injury by increasing cell viability, decreasing 
cell apoptosis and lowering accumulation of intracellular ROS and MMP loss (P«0.01). Conclusion Exogenous H-S protects 
against HG-induced injury by inhibiting leptin/LEPR pathway in HUVECSs. 
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我 国 糖尿 病 患 者 人 数 众多 ,目前 已 超过 
病 的 主要 危害 在 于 慢性 并 发 症 。 高 血糖 是 糖尿 病 的 一 
个 重要 特征 ,是 引起 糖尿 病 几 乎 所 有 并 发 症 (如 大 血管 
病变 微血管 病变 神经 病变 等 ) 的 最 直接 因素 。 高 血糖 
引起 糖尿 病 血管 病变 的 机 制 是 多 方面 的 ,包括 细胞 内 活 
性 氧 (ROS) 的 产生 "”\ 炎 性 细胞 因子 的 产生 增多 ”” 线 粒 
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体 损伤 ”等 。 

硫化 氨 (HS) 是 近年 来 研究 较 多 的 内 源 性 气体 信号 分 
子 ,生理 浓度 HS 对 多 种 细胞 有 保护 作用 。 体 内 许多 组 
织 细胞 ,如 心肌 细胞 .内皮 细胞 等 能 产生 内 源 性 HS。2 
型 糖尿 病 患 者 及 链 脲 考 素 诱导 的 糖尿 病 大 鼠 , 其 血浆 
HS 水 平 明显 降低 5。 

瘦 素 是 一 种 由 脂肪 细胞 和 其 他 细胞 释放 的 相对 分 子 
质量 为 16 000 的 多 肽 ,参与 食欲 与 能 量 代谢 的 调节 “， 
在 维持 能 量 代谢 内 环境 的 作用 日 益 受 到 重视 ", 瘦 素 是 通 
过 瘦 素 受 体 而 产生 生理 与 病理 生理 作用 的 。 有 研究 证 
实 外 源 性 H-S 能 通过 抑制 瘦 素 / 阁 素 受 体 通路 对 抗 高 糖 
引起 的 心肌 细胞 损伤 *。 人 膀 静 脉 内 皮 细 胞 (HUVECs) 
PANAR R” ,而 高 瘦 素 血 症 与 血管 病变 有 关 , 其 作用 机 
制 与 胰岛 素 抵 抗 不 同 ""。 因 此 我 们 推测 ,外 源 性 HS 在 
高 糖 引 起 的 血管 内 皮 细 胞 损伤 中 亦 可 能 起 到 保护 作用 ， 
旦 可 能 是 通过 抑制 瘦 素 / 瘦 素 受 体 通路 实现 的 。 

本 文 应 用 40 mmol/L RAE HUVECs 24 h ££ vr. 
高 糖 (high glucose, HG) 损 伤 内 皮 细 胞 模型 ,探讨 :外 源 
性 HS 能 和 否 抑制 高 糖 引 起 的 HUVECs 损 伤 ;HS 的 保护 
作用 是 否 通 过 调控 瘦 素 / 瘦 素 受 体 通路 实现 。 


1 材料 和 方法 
1.1 材料 

人 脐 静脉 内 皮 细 胞 (广州 吉 妮 欧 ); 瘦 素 抗体 瘦 素 
受 体 抗体 .GAPDH 抗体 (Proteintech) ; 9 R pi Di XI 
(leptin antagonist, LA) (Prospec) ; mi & (5 , Hoechst 
33258,DCFH-DA , £ JH] 123 (Sigma) ;细胞 计数 试剂 
盒 -8(Cell Counter Kit-8, CCK-8) (Dojindo) ; DMEM Zi; 
养 基 、 胎 牛 血清 (fetal bovine serum, FBS) (Hyclone, 
Gibco)» 
1.2 细胞 培养 

HUVECs 培养 于 含有 10% FBS 的 DMEM 培养 基 
中 , 置 于 37% .5% CO, 条 件 下 的 培养 箱 中 培养 。 
1.3 实验 分 组 

实验 分 为 6 组 :(1) 正 常 对 照 组 (control) :无 血清 的 
DMEM 培养 基 ( 含 5.5 mmol/L 和 葡萄糖) 处 理 HUVECs 
24 h; (2) HG 损伤 组 : 40 mmol/L 葡萄 糖 作 用 于 
HUVECSs 24 h; (3)NaHS 预 处 理 +HG 损 伤 组 :400 umol/L 
NaHS 作 用 于 HUVECs 30min 之 后 撤去 ,PBS 冲洗 2 次 ， 
接着 用 40 mmol/L 葡萄 糖 作 用 24 h; (4) LA 预 处 理 +HG 
损伤 组 :50 ng/mL LA 作用 于 HUVECs 1 h 之 后 撤去 ， 
PBS 洗 2 次 ,接着 用 40 mmol/L 葡萄 糖 作 用 24 h; (5)NaHS 
处 理 组 :400 umol/L NaHS 作 用 于 HUVECs 30 min 之 后 
撤去 , PBS 洗 2 次 ,接着 用 无 血清 DMEM 培养 基 培 养 
24 h;(6)LA 处 理 组 :50 ng/mL LA 作用 于 HUVECs 1 h 


之 后 撤去 , PBS 洗 2 次 ,接着 用 无 血清 DMEM 培 养 基 培 
养 24 h。 
1.4 CCK-8 法 检测 细胞 存活 率 

将 HUVECs 接种 于 96 孔 培养 板 当中 ,每 组 5 个 复 
孔 。 当 细胞 生长 到 占 培 养 孔 面积 70%~80% 时 , 按 分 组 
进行 处 理 后 ,于 每 孔 中 加 入 10 uL CCK-8,90 hL 不 含 血 
清 的 DMEM ,于 37 % 培 养 箱 孵 育 2 h, 用 酶 标 仪 记录 
450 nm 波长 处 各 孔 的 吸光 度 D 值 。 取 5 孔 D 值 的 平均 
数 , 按 以 下 公式 计算 细胞 存活 率 :细胞 存活 率 (% )= 处 理 
组 D/ 对 照 组 Dx100, 实 验 重复 3 次 进行 统计 分 析 。 
1.5 Western blot 法 检测 疫 素 、 疫 素 受 体 (LEPR) 和 蛋白 的 
表达 将 HUVECs 接种 于 直径 为 35 mm 的 培养 四 内 , 
当 细 胞 生长 到 占 培 养 严 面积 70%~80% 时 , 按 分 组 进行 
处 理 后 ,用 预 冷 的 PBS 洗 3 次 ,加 入 细胞 裂解 液 (70 uL), 
于 4 %C 静 置 30 min, 后 12 000 r/min、4 CC 离心 15 min, 取 
上 清 液 ( 即 蛋白 提取 物 ), 采 用 BCA 和 蛋白 定量 试剂 盒 进 
行 蛋白 定量 。 总 蛋白 经 十 二 烷 基 硫酸 钠 - 聚 丙 烯 酰胺 
(SDS-PAGE) SEE AT Ja ,转移 至 PVDF 膜 上 。 用 5% 
的 脱脂 奶粉 (TBST 配 置 ) 室 温 封 闭 1.5h, 然 后 分 别 加 入 
特异 性 的 一 抗 , 即 抗 瘦 索 抗体 (1:1000) BOSE ZR SE HS 
体 (1:1000) .GAPDH(1:10 000) ACIR ET 55 2 
早上 TBST 漂 洗 3 次 ,每 次 5 min, Bici E FISIBGRRUR SE SC 
化 物 酶 (HRP) 标 记 的 二 抗 (1:5000) 室 温 孵 育 1 h。 为 了 
观察 总 蛋白 的 量 ,用 GAPDH 作 为 内 参 。PVDF 膜 经 
TBST 漂 洗 3 次 ,每 次 5 min, 用 发 光 试 剂 ECL 显 色 ,暗室 
曝光 到 X 光 胶片 上 ,将 胶片 扫描 后 ,用 ImageJ 1.47i 软 件 
[National Institutes of Health(NIH) ,Bethesda, MD, USA ] 
分 析 目 标 带 的 密度 灰 度 比值 比较 结果 。 重 复 3 次 。 
1.6 Hoechst 33258 核 染色 法 检测 细胞 凋 亡 

将 HUVECs 接种 于 24 孔 培养 板 当中 , 当 细 胞 生长 
到 占 培 养 孔 面积 70%~80% 时 , 按 分 组 进行 处 理 后 ,吸出 
培养 基 , 用 PBS 洗 3 次 ,接着 用 4% 多 上 聚 甲醛 于 4 C 冰 箱 中 
国定 10 min,PBS 漂 洗 后 ,加 入 5 mg/L Hoechst 33258, 
于 37 % 温 箱 中 孵育 30 min。 在 倒置 荧光 显微镜 下 摄 
片 ,染色 质 均 匀 分 布 ,细胞 核 被 染 成 均匀 蓝 色 的 细胞 认 
定 为 正常 细胞 ,细胞 核 呈 浓缩 碎 裂 的 明亮 蓝 色 的 细胞 
认定 为 凋 亡 细胞 ,随机 地 选取 视野 在 倒置 荧光 显微镜 下 
摄 片 。 重复 3 次 。 
1.7 DCFH-DA 染色 测定 ROS 水平 

将 HUVECs 接种 于 24 孔 培养 板 当 中 , 当 细 胞 生长 到 
占 培养 孔 面 积 的 70%~80% 时 , 按 分 组 进行 处 理 后 ,吸出 
培养 基 , 用 PBS 洗 3 次 ,风干 。 在 含有 10 hmoyL DCFH- 
DA 的 无 血清 培养 基 中 置 于 37 "CIEAG PRETI 30 min ,后 
H PBS 漂洗 3 次 ,在 倒置 严 光 显微镜 下 随机 地 选取 5 个 
不 重复 区 摄 片 , 效 光 强度 用 ImageJ 1.410 软 件 进 行 半 定 
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量 分 析 。 重 复 3 次 。 
1.8 罗丹 明 123(Rh123) € 
电位 (MMP) 

将 HUVECs 接种 于 24 孔 培养 板 当中 , 当 细胞 生长 
到 占 培 养 孔 面积 的 70%~80% 时 , 按 分 组 进行 处 理 后 , 吸 
出 培养 基 , 用 PBS 冲洗 3 次 ,风干 。 在 含有 10 ug/L 
Rhl23 的 无 血清 培养 基 当 中 于 37 % 温 箱 孵 育 30 min, 
出 培养 基 ,PBS 漂 洗 3 次 。 在 倒置 荧光 显微镜 下 随机 地 
选取 5 个 不 重复 区 摄 片 ,细胞 核 周 于 的 绿色 亮点 即 为 摄 
取 了 的 线粒体 。 用 ImageJ 1.410 软 件 对 葡 光 强 
度 进行 半 定 量 分 析 。 重 复 3 次 。 
1.9 统计 学 处 理 

实验 数据 以 均 数 + 标 准 差 表示 ,用 SPSS 20.0 软 件 
进行 统计 分 析 , 实 验 组 组 间 比 较 采 用 SNK-g 检 验 ,实验 
组 与 对 照 组 比较 采用 Dunnett-t 检 验 。 以 P<0.05 为 差异 
有 统计 学 意义 。 


色 法 检测 HUVECs 线粒体 膜 


结果 

2.1 外 源 性 HS 和 LA 抑制 高 糖 引 起 的 HUVECS 细胞 毒性 

如 图 1 所 示 ,高 糖 能 明显 增加 HUVECs 的 细胞 毒 
性 ,导致 细胞 存活 率 下 降 到 (56.1+3.4)9% ,与 正常 对 照 组 相 
比 ,差异 有 统计 学 意义 (P<0.01)。 在 高 糖 处 理 HUVECs 
之 前 ,应 用 400 umol/L NaHS 预 处 理 30 min 可 以 明显 
阻 断 高 糖 导致 的 细胞 毒性 ,使 细胞 存活 率 增加 到 (67.4 圭 
3.7)%, 与 高 糖 处 理 组 相 比 较 , 差 异 显著 (P<0.01)。 和 NaHS 
的 抗 细胞 毒性 作用 相似 ,50 ng/mL LA 预 处 理 HUVECs 
1h 也 能 显著 抑制 高 糖 引 起 的 细胞 毒性 ,使 细胞 存活 率 
3% Jp Æ (66.7 +4.9)% (P<0.01) 。 单 独 用 400 umol/L 
NaHS 5X 50 ng/mL LA 4b} HUVECs 对 细胞 毒性 无 明 
显影 响 (P>0.05)。 
2.2 外 源 性 H2S 抑制 高 糖 对 HUVECs 疲 素 表达 的 上 调 
作用 

如 图 2A 所 示 , 应 用 40 mmol/L 葡萄 糖分 别处 理 
HUVECs 3,6.9.12,24 h 均 能 明显 上 调 瘦 索 的 表达 水 
平 ,于 9h 时 达到 高 峰 。 如 图 2B 所 示 , 为 了 检测 HS 对 
瘦 素 表达 的 影响 ,用 400 umol/L NaHS Fi Ab E 
HUVECs 30 min, 再 用 高 糖 处 理 9 h, 结 果 显 示 , 能 明显 
抑制 瘦 素 的 表达 水 平 ,与 高 糖 组 比较 ,差异 有 统计 学 意 
义 (P<0.01)。 单 独 用 400 umol/L NaHS 处 理 HUVECs 
对 瘦 素 基础 表达 水 平 未 见 明 显影 响 (P>0.05)。 
2.3 外 源 性 HS 抑制 高 糖 对 HUVECSs 瘦 素 受 体 表达 的 
上 调 作用 

如 图 3A 所 示 , 应 用 40 mmol/L 葡萄 糖分 别处 理 
HUVECs 3,6,9,12,24 h 均 能 明显 上 调 LEPR 的 表达 水 
平 ,于 9 h 时 达到 高 峰 。 如 图 3B 所 示 , 为 了 检测 HS 对 
LEPR 表达 的 影响 ,用 400 pmol/L NaHS 预 处 理 
HUVECs 30 min, 再 用 高 糖 处 理 9 h, 结 果 显 示 , 能 明显 
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on HG HG+NaHS HG+LA  NaHS LA 


1 外 源 性 H2S 与 LA 抑制 高 糖 引起 的 HUVECs 细胞 毒性 
Fig.1 Exogenous H-S and leptin antagonist (LA) alleviate 
high-glucose (HG, 40 mmol/L)induced cytotoxicity in 
HUVECs (Mean € SD, n-3). **P«0.01 vs control group; " P< 
0.01 vs HG-treated group. 


Cell viability (% control) 


抑制 LEPR 的 表达 水 平 , 与 高 糖 组 比较 ,差异 有 统计 学 
意义 (P<0.01)。 单 独 用 400 umol/L NaHS 处 理 HUVECs 
XT LEPR 基础 表达 水 平 未 见 明显 影响 UP>0.05)。 
2.4 外 源 性 HS 和 LA 抑制 高 糖 引 起 的 致 HUVECSs 73 1- 
作用 

如 图 4 所 示 ,Hoechst 33258 核 染色 检测 结果 显示 ， 
40 mmol/L 葡萄 糖 作用 HUVECs 24 h 可 诱导 细胞 凋 亡 ， 
使 HUVECs 的 凋 亡 率 从 (11.3+3.1)%( 图 4A.G) 升 高 至 
(47.0x8.5)96 (Fl 4B ,G) ,与 正常 对 照 组 比较 ,差异 显著 
(P<0.01)。 在 高 糖 处 理 HUVECs 前 应 用 400 umol/L 
NaHS 预 处 理 30 min 能 显著 抑制 高 糖 的 臻 细胞 凋 亡 作 
用 ,使 HUVECs 凋 亡 率 降低 至 (20.0+2.0)%( 图 4C、G)， 
与 高 糖 处 理 组 比较 ,差异 明显 (P<0.01)。 与 NaHS 的 作 
用 相似 ,用 50 ng/mL LA 预 处 理 HUVECs 1 h 也 能 对 抗 
高 糖 引 起 的 的 致 细 胞 阐 亡 作用 ,使 HUVECs 凋 亡 率 降 低 
至 (22.0+5.3)% (图 4D .G)(CP<001)。 单 独 用 400 umol/L 
NaHS ( 图 4EG) 或 50 ng/mL LA( 图 4F、G) 处 理 
HUVECs 对 细胞 凋 亡 无 明显 影响 (P>0.05)。 
2.5 外 源 性 HS 和 LA 抑制 高 糖 引 起 的 HUVECS 氧 化 应 
激 反应 

如 图 5 所 示 ,DCFH-DA 染色 的 检测 结果 显示 ， 
40 mmol/L 葡萄 糖 作 用 HUVECs 24 h 可 使 胞 内 的 
DCFH 平 均 荧光 强度 (MFI, 可 反映 ROS 水平 ) 明 显 增 
强 ,从 (11.4+1.8)%( 图 5A、G) 升 高 至 (30.3+2.6)%( 图 
5B.G), 与 正常 对 照 组 比较 ,差异 显著 (P<0.01) ,提示 高 糖 
可 引起 HUVECs 胞 内 ROS 生成 增多 。 在 高 糖 处 理 
HUVECs 前 应 用 400 umol/L NaHS 预 处 理 30 min 可 使 
高 糖 引 起 的 胞 内 ROS 堆积 减少 , MFI 减少 至 (17.8 土 
1.6)96 (Kl 5C,G) ,与 高 糖 处 理 组 比较 ,差异 明显 (P< 
0.01)。 与 NaHS 作 用 相似 ,应 用 50 ng/mL LA 预 处 理 
HUVECs 1 h 也 能 对 抗 高 糖 引起 的 胞 内 ROS 堆积 ， 
MFI 减 少 至 (17.3+1.5)%( 图 5D、G)(P<0.01)。 单独 用 
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Fig.2 Exogenous H-S inhibits the high glucose (HG, 40 mmol/L glucose)-induced up-regulation of leptin expression in 
HUVECs (MeanxSD, n-3). **P«0.01 vs control group. "P«0.01 vs HG-treated group. 
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3 外 源 性 HS 抑制 高 糖 对 HUVECs 瘦 素 受 体 表 达 的 促进 作用 
Fig.3 Exogenous H-S inhibits the high-glucose (HG, 40 mmol/L glucose)-induced up-regulation of leptin receptor expression in 
HUVECs (MeanxSD, n-3). **P«0.01 vs control group; "P«0.01 vs HG-treated group. 


400 umol/L NaHS( 图 SE.G) 或 50 ng/mL LA( 图 5F、G) 
处 理 HUVECs 对 胞 内 ROS 水平 无 明显 影响 (P>0.05)。 
2.6 外 源 性 HS 和 LA 抑制 高 糖 对 HUVECs 线粒体 的 损 
伤 作用 

如 图 6 所 示 ,Rh123 染 色 的 检测 结果 显示 ,40 mmol/L 
葡萄 糖 作 用 HUVECs 24 h 可 使 Rhl23 的 平均 荧光 强度 
(MFI, J lit MMP 高低) 明显 减弱 ,从 (33.3+2.7)% (图 
6A.G) 降 低 至 (18.2+1.7)%( 图 6B ,G) ,提示 MMP 丢 失 ， 
与 正常 对 照 组 比较 ,差异 显著 (P<0.01) ,提示 高 糖 对 


HUVECs 线 粒 体 的 损伤 。 在 高 糖 处 理 HUVECs 前 应 用 
400 umol/L NaHS 预 处 理 30 min 可 使 高 糖 引 起 的 MMP 
于 失 减 少 ,MFI 升 高 至 (25.5+2.0)%( 图 6C.G), 与 高 糖 
处 理 组 比较 ,差异 明显 (P<0.01)。 与 NaHS 作用 相似 ， 
应 用 50 ng/mL LA 预 处 理 HUVECs 1 h 也 能 对 抗 高 糖 
引起 的 线粒体 损伤 ,MFI 升 高 至 (25.9+1.8)%( 图 6D、 
G) ,P<0.01)。 单 独 用 400 umol/L NaHS (图 6E.G) 或 
50 ng/mL LA( 图 6F.G) 处 理 HUVECs 对 MMP 水 平 无 
明显 影响 (P>0.05)。 
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高 血糖 可 通过 多 种 病理 生理 机 制 ,如 引起 血管 内 皮 
细胞 功能 损伤 等 ,导致 糖尿 病 的 多 种 并 发 症 。 本 研究 通 
过 建立 高 糖 损伤 HUVECs 模型 ,证实 了 高 糖 对 血管 内 
皮 细 胞 有 明显 的 损伤 作用 ,表现 为 降低 细胞 存活 率 、 增 
加 内 皮 细 胞 凋 亡 、 氧 化 应 激 ( 胞 内 ROS 堆积 ) 和 线粒体 
HMMP ER), 

高 糖 对 内 皮 细 胞 HS 的 生成 具有 抑制 作用 ,而 外 源 
性 HS 可 保护 高 糖 诱导 的 内 皮 细 胞 损伤 ,其 机 制 可 能 
抗 氧化 应 激 、 线 粒 体 保 护 等 作用 有 关 。 生 理 浓度 me HS 
供 体 ( 如 Na2S 及 NaHS 等) 可 抑制 细胞 凋 亡 站 ,HS 还 可 
能 对 细胞 内 氧 消耗 起 调节 作用 ""。 有 研究 证 实 ,HS 可 
通过 抗 氧化 等 作用 对 抗 高 血糖 引起 的 血管 内 皮 细 胞 损 
fi^. XS BEgEUESC , NaHS 能 显著 阻 断 氧化 型 低 密 度 
脂 和 蛋白 引 起 的 HUVECs 线粒体 膜 电 位 降低 ,从 而 保护 
内 皮 细 胞 四 。 本 研究 观察 到 ,外 源 性 Hs 能 保护 


图 4 外 源 性 HS 与 LA 抑制 高 糖 引 起 的 HUVECs 
凋 亡 
Fig.4 Exogenous H-S and leptin antagonist (LA) 


reduce high-glucose (HG, 40 mmol/L glucose)- 
induced apoptosis of in HUVECs (Means SD, n-3) 
(Original magnification: x200). **P«0.01 vs control 
group; "P«0.01 vs HG-treated group. A: Control; B: 
HG; C: HG*NaHS; D: HG+LA; E: NaHS; F: LA. 


本 人 研究 还 发 现 , 高 糖 在 引起 HUVECs 损 伤 的 同时 ， 
还 a tt E TS ed 
JEN JEH HUVECs 对 抗 高 糖 诱导 的 损伤 ,提示 瘦 素 / 
im 受 体 通路 介 导 高 糖 诱导 的 内 皮 细 胞 损伤 。 
有 研究 证 实 ,外 源 性 HS 能 通过 抑制 瘦 素 .p38 丝 裂 
原 活化 蛋白 激酶 .细胞 外 激酶 1/2 通 路 抑制 高 
糖 引 起 的 心肌 细胞 损伤 * 二 。 但 目前 HS 通过 调控 有 关 
信号 通路 保护 内 皮 细 胞 的 相关 研究 较 少 。 本 研究 观察 
到 ,外 源 性 HS 对 HUVECs 的 保护 作用 与 瘦 索 持 抗 剂 类 
似 , 因 此 我 们 推测 这 种 保护 作用 可 能 与 抑制 瘦 素 冶 素 受 
体 通路 有 关 。 进 一 步 研究 发 现 ,外 源 性 HS 可 抑制 高 糖 对 
HUVECs 瘦 素 以 及 瘦 素 受 体 表达 的 上 调 作 用 ,也 即 抑 制 
了 瘦 素 / 妆 素 受 体 通 路 ,这 就 证 实 了 HS 对 HUVECs 的 
保护 作用 与 抑制 瘦 素 / 瘦 素 受 体 通路 有 关 。 
£x E ,本 研究 证 实 , 外 源 性 HS 可 通过 抑制 瘦 素 /着 
素 受 体 通路 对 抗 高 糖 引起 的 HUVECs 损伤 ,这 为 深入 


HUVECs 对抗 高 糖 引 起 的 损伤 ,具体 表现 为 提高 细胞 存 
活 率 ,减少 细胞 凋 亡 及 ROS 的 生成 ,减少 线粒体 膜 电 位 
的 丢失 。 


阐明 高 血糖 对 血管 内 皮 细 胞 损伤 的 机 制 以 及 外 源 性 
HS 对 内 皮 细 胞 的 保护 机 制 提供 了 新 的 实验 依据 ,为 寻找 
新 的 防治 糖尿 病 血 管 病变 的 治疗 策略 提供 了 理论 依据 。 
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| 图 5 外 源 性 HS 与 LA 抑制 高 糖 引起 的 HUVECs 内 
T ROS 堆积 
2 VP Fig.5 Exogenous HS and leptin antagonist (LA) 
S 20! x reduce high-glucose (HG, 40 mmol/L glucose)-induced 
z accumulation of reactive oxygen species (ROS) in 
HUVECs (Mean + SD, n-3) (Original magnification: x 
10 4 100). **P«0.01 vs control group; "P«0.01 vs HG-treated 
group. A: Control; B: HG; C: HG*NaHS; D: HG+LA; E: 
NaHS; F: LA. 
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vs control group; "P«0.01 vs HG-treated group. 
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